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INIROI )I'CC:IO
La glucogeno-sintetasa (UDPG: z-1,4-glucan x-q-glucosil-transferasa;
C. E. 2.4.1.1 1) de muscul de rata fou descoberta, de mauera gairebc simul-
tallia, l'any 1958, per VII.I,AR I PALASI i LARNER -" per tun costat i per LE1.OR
i collegues per l'aitre." L'enzim fou analitzat des del punt de vista cinetic
per ROSELL i PI REZ i altres," 1 horn demostra ben aviat que l'enzim podia
trobar-se en dues formes diferents caracteritzades per les scves constants
cinetiques i per altres propietats. Aquestes formes podien csscr obtingudes
raonablement en forma de preparacions d'activitat enriquida, que es dis-
tingien per requeriment del cofactor glucosa-6-fosfat per part d'una d'elles
per a donar activitat." A causa d'aixo foren anomenades formes ((D)) i
<<I)) de la glucogeno-sintetasa; la primera absolutament dependent de la
glucosa-6-fosfat com a activador allosteric, i independent d'aquest cofactor
la segona; malgrat tot, aquesta podia mostrar activaci<i per sucre-fosfat a
concentrations no saturants de 1'UDPG.
INTERCONVERSIONS DE LES DUES FORMES
El 1961, ROSELL I PI'.REZ i LARNER presentaren evidencies, primer a
Atlantic City 13 i despres a Xicago,'4 indicant que les dues formes eren
interconvertibles in vitro.
La forma independent (forma I) podia augmentar en detriment de la
forma I) per preincubaciO del material in vitro a 30 °C en presencia de
mercaptoetanol, tin protector de grups sulfhidril. La forma D podia csser
obtinguda de la I per l'addicil d'ATP i magnesi als extrets preincubats
i preincubant de nou en condicions adequades.
I'RIEDMAN i LARNER 3 demostraren que el canvi produ-it en els extrets
de muscul per aquestes manipulations in vitro era permanent i afectava
la proteina enzimatica, aixi corn tambe el fet que aquests processos por-
taven com it consequencia tin intercanvi de fosfat inorganic. Afegint ATP
i magnesi es produia una incorporacio del fosfat terminal de 1ATP a la
proteina enzimatica, arnb que era originada la forma I) fosforilada. La
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incubacio d'aquesta forma, aillada per cromatografia de columna, junt
amb extrets crus en presencia de mercaptoetanol, eliminava fosfat inor-
ganic radioactiu a partir de la proteina radioactiva (P 32), i aquest anio
restava en el medi d'incubacid durant el proces de transformacio de la
forma D a la forma I.
A causa de tot aixo, hom postula que aquestes transformations devien
esser portades a terme per mitja d'una fosfoproteino-fosfatasa pel pas de
D a I, i per una proteino-quinasa per a la interconversi6 contraria. ROSET.I.
I PEREZ i LARNER demostraren 11, 18 que aquests sistemes eren tambe fun-
cionals en el muscul estriat de gos, i que en aquest cas la presencia de
mercaptoetanol era altament estimuladora del pas de D a I, i que 1'acid
adenflic ciclic (un activador de les proteino-quinases) era molt efectiu en
el sentit d'estimular l'acci6 provocada per l'addici6 d'ATP i de magnesi.
Aquest ultim fet fou confirmat per APPEEMANN i collaboradors,2 a l'Argen-
tina pel que es refereix als sistemes musculars de la rata.
D'aquesta manera es va constatar que la glucogeno-sintetasa de muscul
es un sistema enzimatic amb dues formes, una activa (la forma I) i una
altra de menys activa (la forma D), interconvertibles metabolicament per
mitja de sistemes fos£orilitzants i desfosforilitzants amb intervencio de
quinases i fosfatases.
Aquests sistemes descoberts in vitro ban estat correlacionats i confir-
mats amb experiments in vivo portats a terme per altres investiga-
dors.4, 5, 12, 23
ALTRES TIPUS DE CONVERSIONS
Aquf vull enfocar 1'atenci6 sobre una serie de dades experimentals que,
comencades a recollir ja fa anys, semblen donar base a la conviccio que
les interconversions metaboliques entre les dues formes de glucogeno-sin-
tetasa esmentades abans, poden esser encara mes complexes, i tambe que
els mecanismes de regulacio metabblica d'aquests enzims poden incloure
la formaci6 d'especies moleculars totalment inactives mes o menys fosfo-
rilades que el que ho estan les formes I i D. Per tot aixo presentare
dades experimentals obtingudes amb preparations enzimatiques de mus-
culs de diverses especies animals i de diferents organs.
ja el 1961 observarem, en extrets de muscul de granota, un comporta-
ment curios durant la incubacio, la interpretacio del qual vam publicar
mes tard.'s Quart els extrets de muscul de granota eren preincubats en
presencia de mercaptoetanol es produia un fcnomen completament dife-
rent de 1'observat en un tractament similar dels extrets de muscul de rata,
corn podem veure a la figura 1.15
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FIG. I . - EJecte de la prein-
cubaci6 en prese'ncia de lner-
captoetanol sobre ('activitat
de la glucogeno -sintetasa del
Inuscul de rata.
I,'alcada total de les barrel
representa ]'activitat mesura-
da en pres@ncia do ro mM de
glucosa-6-fosfat. La part fos-
ca de les barres assenyala
I'activitat amb manta do glu-
cnsa-6-fosfat (activitat inde-
pendent) amb (barres ratlla-
des) o sense (barres negres)









(Rose ll i Perez, Al., Villai .4
i Palasi, C. i I,arner, J. -Bio-
chemistry , : r, 763, 1962.)
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FIG. 2. - Efecte de la prein-
cubaci6 sabre ]'activitat de Is
glucogeno-sintetasa d'extrets
enzimatics musculars de peix







En aquests extrets de rata ]'activitat mesurada en absentia de la glu-
cosa-6-fosfat (forma I) augmenta anlb el temps, mentre que ]'activitat

















30' 4S' 60' 75'
TEMPS DE PREINCUBACIO, EN MINUTS
L'alcada total representa ]'ac-
tivitat en prescncia de io mM
de glucosa-6-fosfat. La part
ratllada es ]'activitat sense
afegir-hi l'activador. El mer-
captoetanol 0,05 M era pre-
sent en aquests extrets.
(Rosell i Perez, Al. i Lar-
ncr, J. aBiochemistrya : r,
769, 1962.)
total) roman practicament constant. Aquest fet fou interpretat con una
transformacio de la forma D en I. La figura 2 assenyala el comportament
dels extrets de muscul de granota sotmesos a condicions experimentals si-
milars; podem observar-hi un efecte diferent de ]'anterior: la preincubacio
en prescncia o absentia de nlercaptoetanol provoca un increment de l'acti-
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vitat nomes en el cas que aquesta sigui mesurada en prescncia de la
glucosa-6-fosfat, ja que l'activitat mesurada en absentia de l'activador era
practicament nul-la i no aparcixia ni tan sols en les millors conditions de
preincubacio.
En aquella epoca aquests fets foren interpretats ja corn 1'aparici6 de
forma D a partir d'un precursor o precursors de I'enzim que erei inac-
tius previament.
EXPERIMENTS AMB MUSCUL DE GOS
Un segon tipus de dades experimentals relacionades amb el problema
que ens ocupa sorgi del meu treball sobre preparacions de mrscul de
gos.18 La figura 3 mostra que passava en alguns experiments preparats
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FIG. 3. - Efecte de la preincubacid i posterior addici6 d 'ATP-bMg sobre to glucogeno -sintetasa
de muscul de gos.
El mercaptoctanol afegit era o,05 M ; 1'ATP, 5 niM, i el C1,Mg, 1o 111M.
(Rosell i Perez, M. i I,arner , J. «Biochemistryn : 3, Si, 1964.)
Quan hi afegiem ATP-Mg podiem observar una minva initial de
1'activitat total, que s'estabilitzava amb el temps, mentre que 1'activitat I
disminuIa, i donava llavors la transformacio d'I en D.
Aqui sembla que es produYa alguna inactivacio, be en la forma D o
be en la I, en afegir ATP i Mg, durant els primers minuts posteriors
a aquesta addici6.18
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Un altre tipus d'experiment signiIicatiu fou aconscguit taulbc en el
treball sobre el nulscul de gos amb la utilitzacio d'UTP i Mg en floc de
1'ATP i Mg. La figura 4 mostra que passava en aquests extrets quan
horn hi afegia quantitats equimolars (1'A"1'P i d'UTP amb Mg. Tambe
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FIG. 4. - Efecte de i'addici6 d'A TP-Mg sobre la giun'gcno-sintetasa de muscul de gos.
I,'extret enziunAtic fou preincubat durant 4o minuts abans de 1'experiment. IIom Iii
von l'efeete de Paddicie) del nuclebtid 3',5'-AMI' (CA) amb ATP-Mg i sense. Its con-
cu-ntracions d'ATP i UTP cren g mM i io mM de Cl,Mg.
..1(Ruscll i 116rcz, Al. i I,arncr, J. I Si-x1winistry. : 3, 81, 1961
ciclic estinnllava fortanlent la transformacio indufda per l'ATP-Mg, hone
comprova que 1'addicu5 d'UTP i Mg era encara Ines efectiva. En agnest
cas, malgrat tot, i diferent dels altres casos, 1'activitat total disininufa de
nianera parallela a la de la I. Per tal corn despres de 25 Ininuts d'aquesta
addicio Tunica activitat present era la que depenia de la glucosa-6-fosfat,
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aquest comportament fou interpretat com una inactivacio selectiva de la
forma I de 1'enzim induida per 1'UTP-Mg.
Si aquesta inactivacio era produida per fosforilacio de la forma I,
la forma inactiva resultant havia d'csser mes fosforilada que la forma I
i menys que la D, ja que la transformacio de D a I no tingue lloc.
ATP+Mg++
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FIG. 5. - Efecte de l'addici6 d'ATP-Mg despres d'una addici6 prcfvia d'UTP-Mg.
Corn en la figura anterior, 1'extret fou preincubat previaurent amb o,05 III de mercap-
toetanol durant 40 minuts abans de les addicions. Passat aquest temps, hi foren afe-
gits ATP-Mg i UTP-Mg, i 20 minuts despres hom hi afegf m€s ATP-Mg en l'extret
que ja duia UTP-Mg. Les concentracions utilitzades soon 5 mM per a l'ATP i I'IJTP
i ro mM per at C1,Mg.
(Rosen i Perez, M., dades no publicades.)
La figura 5 illustra un altre experiment preparat per a provar la inter-
pretacio discutida mes amunt. Si aquesta fos correcta , 1'extrafosforilaci6
d'aquest intermediari inactiu, produida per una nova addicio d'ATP
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i Mg, hauria de donar floc a tin increment de la forma D, per transfor-
macio de la forma inactiva menys fosforilada a la forma molecular mes
fosforilada i glucosa-6-fosfat dependent. Aquest postulat es el que aparent-
ment soste aquest tipus d'expcriment. Horn pot vcure que, despres de la
addicio d'UTP-Mg, ha estat afegit de nou ATP-Mg. Pot esser observat
tambe, al mateix temps, un decreixement de l'activitat I romanent, jun-
tarnent amb tin augment significatiu de l'activitat D. Interpretem aixo
com una transformacio d'I a D mes una transformacio de forma inac-
tiva a forma D deguda a una extrafosforilacio de l'iritermediari inactiu.
Mentre que la formacio d'una o mes especies moleculars inactives en
els sistemes enzimatics de la glucogeno-sintetasa sembla que es obvia
a causa d'aquests experiments, els que no resten clars son els mecanismes
de la formacio, la posicio intermedia entre les formes D i I o la possi-
bilitat de formacio de formes moleculars encara mes fosforilades que les
formes D.
EXPERIMENTS AMB MSUSCUL DE GRANOTA
de 1'activitat D en l'activitat de la sintetasa de muscul
de granota deguda a la incubacio, ja assenyalada abans, resulta estimu-
lada per la presencia de mercaptoetanol, i recentment hem demostrat
que resulta fortalnent incrementada pels ions do rnagnesi.
L'any ig66 20 assenyalarem que 1'addici6 d'ATP-Mg als extrets crus
de muscul (fig. 6) produia una inaetivacio dependent del temps en la for-
ma D de 1'enzim d'aquest origen. Aquf podem veure tambe 1'estinlulaci6
produida nomes pel Mg2+ i que fou explicada per l'alteracio produida
per aquest catio sobre la Ka, de l'activador allosteric necessari glucosa-6-
fosfat, que es redueix deu vegades quan el rnagnesi es present, fent aixf
1'activador mes efectiu.21
Ja hem estudiat una mica mes sobre aquest comportament. La ma-
teixa figura 6 presenta tin experiment amb extrets de muscul de granota
en el qual la preincubacio fou efectuada en presencia de C12Mg to mM.
L'augment en l'activitat D es impressionant (mes do 4 vegades mes), men-
tre que 1'activitat sense la glucosa-6-fosfat afegida prilcticament no apareix.
Als 20 minuts de preincubacio hi foren afegides diferents quantitats ('ATP
i tambe de 3',5'-AMP. Podem observar que la inaetivacio produida per
aquestes addicions es dependent tant del temps com de la concentracio
d'ATP afegit. Podem apreciar tarnbe que la presencia del cicloadenilat
fa mes efectiva la concentracio i mM d'ATP, i produeix, despres de
25 minuts de 1'addici6, la mateixa inaetivacio total que una concentracio
d'ATP sol, cinc vegades mes gran.
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En la figura 7 presenteln el comportament d'aqucst enzim quan ha
estat purificat per ultracentrifugacio a ioo.ooo x g durant go minuts. El
precipitat de glucogen obtingut es va resuspendre amb la meitat del
seu volum original en amortidor de 'I'ris-EDTA-mercaptoetanol. Aixi no
es troba gens d'aetivitat I, fins i tot despres de 65 minuts de preincubacio
20 40 60
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Pic. 6. - iiecfe Is la preincubaci6
i addici6 de VA IT-Mg sobre la for-
via D (glucosa-6-P) dependent de la
glucogeno-sintetasa del miuscul de
granota.
Els extrets crus de l'enzini foren
preincubats a 30'C en prcs^ncia de
50 mM mercaptoetanol i despres de
20 minuts hi forcn fetes les addicions
indicades, bo i provant l'activitat de
la glucogeno-sintetasa en parts ali-
quotes proses en els temps indicats
CI,Mg fou io mbf, i 3',5'ADIP,
0,03 mM.
(Albert, J. L. i Rosell i Perez, Al.
a Rev. Esp . Eisiol., : 26 , 130, 1970.)
amb, o sense, Mg afegit previament . La presencia d'ions de magnesi pro-
dula una activacio tres o quatre vegades mes alta adhuc al temps o de
preincubacio . Despres de 20 minuts de preincubacio a 30 °C foren pro-
vades diverses addicions . L'ATP i el Mg, en concentracions de 5 i 10 mM
respectivament, produIen un decreixement de l'activitat que depen del
temps, corn en els extrets crus, en les dues activitats D (amb Mg afegit
previament i sense). Si la concentracio d'ATP es reduda a 1 mM sense
alterar la concentracio de magnesi ( 1o mM), no pot esser observat cap
efecte en la preparacio enzimatica amb Mg afegit previament, i pot esser
notat un increment de l'activitat en floc d' un decreixement en la prepara-
cio parallela sense Mg. El fet que aquest increment sigui degut al Mg
pot esser demostrat afegint nomcs Mg en aquest punt.
L'activitat D puja practicarnent als mateixos nivells de la que tc magnesi
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des del comencanient ( en altres experiments arriba exactament als matei-
xos nivells ). L'ATP sol , sense magnesi , no to efecte . L'addicio de 3',5'-AMP
(5 x io-5M ) amb baixes concentracions d'ATP ( I mM) no evita l'accio
del magnesi sink que nolnes la disminueix per conipetencia anib el catio.
FIC. 7. - Pirate de i'eddici6 de
Mg' + i ATP-Mg sobre la fracci6
particulada de la glucogeno - sinte-
tasa del meisrul de granota.
Les preparations cnzimiitiques fo-
ren resuspcses an amortidor Tris-
PETA despres d'una Santrifugaci6
dels extrets a ioo.ooo x g durant
0o minuts. nom afegi inercaptoeta-
nol a la suspcnsi6 fins a So n1M, i
aquesta fou dividida en dues parts
aliquotes, a uua de les quals fou
afegit C1,Mg io mM. Vou preincu -
hada i als 20 minuts horn hi f@u
Its addicions p rtincnts, i fou n1e-
surada I'activitat enzinaltica des-
prrs de les addicions an els inter-
vals de temps que indica la figura.
Concentrations 'PENI'S EE PREINCUBACI< i, EN MINUTS
WA'! P-Mg 5-10 1113I :
I-Ia II1'M .--
1-Ia 111M mes 5 X 10-' 3',5' AJIP
1-5
'I'M mes 5 X 10-' 3',5 AMI' o-o
A'rI' sot 5 niM
Io n12iI
Mg' + sol 5 m M
Io InM
x--x
(Albert, J. I_ i Roscll i Ptrcz, M. Rcv. Esp. Pisiol., : 26, 130, 1970.)
El magnesi, aixi, sembla que exerceix la seva influencia en mes d'un
nivell pel que respecta a aquest sistema enzimiitic.
TRANSFORMACIONS AMB EL MUSCUL DE COR 1)E RATA
Ara vull mostrar alguns altres experiments illustratius fets amb pre-
paracions dc niuscul cardiac de rata.
Quan son preincubats extrets normals de Inuscul cardiac de rata a
;o °C en prescncia de mercaptoetanol 50 mM, hi ha un increment de
l'activitat I al Ilarg del temps do la preincubacio, sense mostrar un canvi
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excessiu de 1'activitat total (mesurada en prescncia de glucosa-6-fosfat
Io mM). Aix6 pot esser vist a la figura 8. Sense mer•captoetanol, l'augment
en l'activitat I es molt men}'s apreciable.
En altres experiments, corn aquest que podem veure a la figura, hi ha
tambe un augment en l'activitat total, especialment quan hi ha pot o
molt de Mg present. I)c tota manera, la proporcio d'activitat+glucosa-6-
fosfat/-glucosa-6-fosfat, disminueix, es a dir, d'activitat intrinseca)) aug-
menta. Si hi afegim ions de magnesi, fins a 8-lo mM, l'activitat I augmenta
mes de pressa i fins mes amunt que 1'altra, i la transformacio de D a I
es mes completa en mem-s temps. La transformacio total de D a I pot
esser aconseguida en ,;o minuts.
L'activitat total en aquestes condicions (de 8 a io mM de Mgt+) es
tries alta als o minuts de preincubacio quan el catio ha estat afegit prz.-
viament. L'augment de I'activitat total per efecte de la preincubacio en
Pu;. S. F.fcctr do la Prri2cuba,-16
i de iaddici6 d'.-I TP-. 1g sobrc la glu-
cogeno-sintetasa del nniscul cardiac
de rata.
I,es preincubacion .a foren dutes a
terme de manera similar a les figu-
res anteriors . AN 40 Milluts 110111 Ili
afegf ATP-Mg (1-8 niM, respectiva-
urent ) : horn en courprov : I'activitat
a intervals despr6s de I'addicib. En
una de les preparations (+ Mg) Ili
havia is m\I de I,es ratlh:s
fraccionades mostren I ' activitat des-
pres do I'addicif^.
0 20 40 60
( Sacristan , A. i Rosell i Perez, M.
Rev . Esp. Pisiol.n ; vii prentsa
1197-1.)
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absentia de magnesi es Ines o meny-s lent, pero normalment arriba, amb
el temps, fins als nivells de l'activitat total amb magnesi.
Si hom hi afegeix ATP-Mg (I i 8 mM respectivament) algun temps
despres del periode do preincubacio, la transformacio pot esser tornada
endarrera amb algun comportament caraeteristic.
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En aquesta figura podem veure que 1'addicio d'ATP-Mg als extrets
cnzimi(tics, despres de 4o minuts de prcincubacio, produeix diferents
efectes quc depenen de la presencia previa d'alguna concentracio de
magnesi en cis extrets. En els que fou afegit previament el magnesi, pro-
dueix tin decreixement en 1'activitat I amb una baixada practicanient
igual en l ac-tivitat total. Quan l'addicio d'ATP-Mg es portada a terme
sobre on extret enzimatic sense Mg2+, podem apreciar tin decreixement
en l'activitat I i tambe en 1'activitat total, be que aquesta ultima es
recupera cii els primers r1 minuts i augmenta amb el temps. Al final,
tot el que Testa es practicatnent activitat D.
Ara, en la figura g veienl que s'esdeve quan modifiquenl una mica les
condicions de 1'experiment. En aquest cas teniin tambc on extret enzi-
mntic amb Mg2+ previament afegit i sense. L'ATP-Mg hi fou afegit molt




- G%P + Mt
FIG. 9 - EJecie do 1'addiei6 d'ATP-
Mg (5-Io mnM, respectivament) als
tres minuts de preincubacio de la
gtucogcno- sinletasa de muscat
cardiac.
Les ratlles Iraecionades , igual que
en la figura anterior, mostren les
activitats despres de t'addici6. C1,Mg
(io mM) era present en flea de lea
Preparacious (+\I g).
( Sacri.stun , A. i Rosell i Perez, Al.
Rev. Esp. Fisiol . , ; en premxa
119711.)
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aviat, despres dels 3 primers minuts de prcincubacio (5 i io mM respecti-
vament). Corn podern veure, els efectes foren una mica diferents dels de
1'experiment primitiu. L'activitat I sense magnesi afegit no pujava, men-
tre que 1'activitat D fou elinlinada durant la prcincubacio gracies a
aquesta addicio, i arriba al nivell de 1'activitat I en 65 minuts. La trans-
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formacio de D a I fou disminuida en 1'extret que tenia Mg2+ pero al
mateix temps Factivitat total comenca a baixar mentre els controls roma.
nien estables. Quan ambdues activitats eren practicament la mateixa,
perque Iota la D s'havia transformat en I, aquesta s'ana inactivant amb
el temps fins que arriba al mateix nivell de Factivitat sense Inagnesi.
Aixf es produiren diversos tipus de transformacions, dependents del
temps, aparentment per l'addicio ('ATP i de magnesi: a) Un canvi de
sentit de la reaccio de la fosfatasa que interconverteix Factivitat 1) a 1
Fu: ro. 1,'fe,II do la co1111111 r11cib
d'A TI' scbre la inactivacid de la glu.
eogeno-sintetasa D de ,ndscul de
rata.
Pou inipedida la transformacio de D
a I ntitjancant I'addicio a I'amorti
dor d'extracci6 de FNa so mISI, i,
dcspres do preincuhar-ho durant iq
minuts a 30'C, hone hi afegi C1,MR:
io nIDI i les quantitats d'ATP que
hi ha indicades.
(Sacristan, A. i Resell i Perez, Al
,Rev. Esp. Fisiol.,, ; en prenlsa
(19711)
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per accio d'una quinasa portada a terme per l'addicio d'ATP-Mg a
1'extret enzimatic que no tenia magnesi; b) Una disminucio d'aquesta
transformacio deguda a un procediment similar en 1'extret enzimatic:
que tenia el catio afegit previament; c) Un nou tipus de transformacio,
es a dir, una inaetivacio o transformacio de l'activitat D en Inla especie
molecular inactiva, efecte aparentment provocat per I'addicio de Mg i
d'ATP. Aquest nou tipus de reaccio pot significar una extrafosforilacio
d'aquesta forma D, que porta coin a consegiiencia la seva inaetivacio;
d) I, finalment, una inaetivacio de Factivitat I, sense transformacio de
I a D, en els extrets enzimatics que disposaven inicialment de magnesi.
Per tal de definir una mica mes aquests tipus de reactions prepararem
40
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Woos opus d'experiments. La figura Io mostra un experiment', en e1 qual
la transformacio do P a I foe impedida inhibint cls sistcmcs do la fos-
falasa, afegint, a 1'amortidor d'cxtracciG, F1^a fins a r^o mM. Als i5 mi-
nuCS de preincubacio force afeg^ides quantitats difererrts d'ATP i Io mM
de NIg=+ a deferents quan^irtts aliyuotes de 1'extrcr, i 1'activitaC en foe
determinada despres de r,, Io i ,o minuts de les addicions.
Hoot pot obser^•ar que en al^uestes condicions cs suGcient I mZt d'^TP
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d'innrtiz^aci6 de In Jonaa D do la
glu^or;rno-sint^rtasa en prese^^cin do
g',5'-d 11Y.
I,cs condicions exPCrirucutulti furcn
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(Sacristfin, A. i Roscll i Pcrcz, ^I.
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que 1'acti^•itat D cs inacti^^ada per mitja d'una reaccid que cs dependent
tant del temps com de la concentl-acici d'ATP afegida.
Un segos experiment subratlla i confirma I'evidcncia d'una reaccio
d'una quinasa que treballa sobre la forma molecular P de 1'enzim. Aquest
cs c1 representat a la figura I I. Aci ^^eiem que 1'efecte produ'it per I'addi-
ci<i in nitro d'ATP-^Ig, inacti^^ant la forma D, es encara increnlentada per
la prescncia, juntament amb 1':^^I^P, del ^'.^'cicloadenilat (2 x to-' ^I). Les
addicions foren efectuades despres de ao minuts de preinl^ubacio, i en foe
compro^^ada 1'acti^^itaC enzinultica, r^, Io, t^ i 4o minuts despres. Sembla
clan, grilcies a aquests dos opus darrers d'experiments, clue tc lloc un opus
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de reaccio de quinasa que inactiva la forma D del muscul cardiac de
rata per extrafosforilacio, quan es iniciada per l'addicio d'ATP-Mg.
Finalment, en la figura 12, hom vol mostrar tin ultim experiment amb
les preparacions d'enzim de cor de rata, que es similar, en part, al pre-
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Frc. 12. - Recaperaci6 de les acti-
vitats D i I de la glucogeno-sinte-
tasa de cor de rata despres de to
inactivaci6 per ATP-Mg.
I,'ATP-Mg fou afesit despres dels
primers ties minuts de preincuba-
ci6, i 20 minuts mes tard hom hi
afebi 20 d'FDTA per aturar le,
rcaccions inactivants. V indica 1'ad-
dici6 d'EDTA (Versene).
(Sacrist<•'m, A. i Rosell i P€rez, M.
.Rev. Esp. l2isiol.. ; en premsa
119711.)
tivitat I sense Mg++ previ era, en aquesta ocasio, mes del 70 % del total.
al temps 0 de preincubacio, i propera al 6o % quan el Mg2+ hi era pre-
sent, la qual cosa indica la presencia d'una glucogeno-sintetasa-D-fosfa-•
tasa molt activa.
L'activitat total amb Mg2+ era tin 30 % superior a la trobada sense el
catio. L'ATP-Mg fou afegida despres dels 3 primers minuts de preincuba
cio. Aci veiem de nou l'evitacio de la pujada d'activitat I en abscncia
de magnesi i la gran inactivacio dependent del temps produida en pre-
sencia d'aquest; i tambe la inhibicio dependent del temps de l'activitat
total amb o sense Mg'+, amb una pujada prcvia, en aquest ultim cas
deguda a l'efecte del magnesi.1• 20
Als 25 minuts de la preincubacio, 0 22 minuts despres de l'addicio dc.
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1ATP-Mg, hom afegi. EDTA 20 mM als tubs que havicn tingut barreja
d'ATP-Mg, i llavors en fou determinada l'activitat als 6, to i 20 Ininuts
d'aquesta addicio. Podem observar una inversio completa de la inacti-
vacio produida per ATP-Mg quan hom hi afegeix l'EDTA per captar el
magnesi de la quinasa que tc disponible. L'activitat total arriba als nivells
FIG. 13. - Accio del FNa sobre la
glucogeno -sintetasa de ronyd durant
la preincubacid dels extrets.
Foren preparats extrets crus (i :io
pes/volum) amb amortidor i mer-
captoetanol (5o mM) i la meitat d'un
Wells tingut afegit tamb6 FNa
5o niM. No fou observat un aug-
ment d'activitat (be sigui amb gluco-
sa-6-fosfat o be sense) en el preparat
que tingue FNa.
(Hidalgo, J. L. i Rosell i 1'ercz, M.
Rev. Esp. Fisiol.n ; cu preuisa
1,971.)
o ib 3o 40 60
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dels controls despres de 1o minuts. La inactivacio I tambe canvia, pero
els nivells d'activitat I no arribaren al final als controls. Sembla aqui
que l'accio captadora de magnesi de 1'EDTA, apropiant-se del que neces-
sita la quinasa, ha afavorit 1'equilibri entre les quinases i fosfatases pre-
sents, cap a les ultimes, que llavors desfosforilen els intermediaris inactius.
EXPERIMENTS AMB RONYO DE RATA
Ara ens trobem amb la questio si els increments observats de l'activitat
D son deguts a l'accio de fosfatases que actuen sobre 1'especie molecular
inactiva Ines fosforilada que la forma D. Les preparacions de ronti,o de
rata ens han donat indications que aixo ben be ha pogut csser. La figu-
ra 13 mostra un simple experiment illustratiu.
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Els extrets de ronyo de rata foren preparats en presencia i en absen-
cia de FNa 5o mM, i llavors fou determinada la transformacio durant la
preincubacio amb mercaptoetanol. Podem veure nivells d'activitat iden-
tics en ambdos extrets a temps 0 de preincubacio, pero hom comprova
una clara diferencia de comportarnent durant aquesta. Hi ha una pujada
en l'activitat tant en la D com en la I, pujada que es evitada en ambdos
casos pel FNa, pero podem observar que 1'increment es molt diferent en
les activitats D i I. Mentre que la D to un fort increment i s'anivella des-
pres dels io primers Ininuts, la I presenta tin increment lent pero conti-
1-1,;. it. - Aturada de la r,a-h;
i reversio d'aquesta per addieio
d'EDTA.
Foren obtinguts extrets parallels
amb PNa (5o mM) o sense, i hom
hi afegi ATP-Mg (5-io mM) des-
pr6s dell 15 primers minuts de
preincubacio a 30 T. AN 5 minuts
d'aquesta addici6 hum hi afegi
EDTA 25 mM a parts aliquotes
de les antcriors preparacions i
inesurft Pactivitat de la glucogeno-
,sintetasa dell controls i les pre-
paracions tractades, a diferents in-
tervals de temps.
( Hidalgo, J. L. i Rosell i PErcz, M.
uRev. Esp. Fisiol .I en prcrosa
. )119711
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nuat. Aixb sembla indicar que treballen juntes dues classes diferents de
fosfatases, o potser nomes una pero amb afinitats diferents per a les dife-
rents espccies moleculars presents. Mentre que la pujada de la forma D
pot significar una desfosforilacio d'algunes especies moleculars presents,
mes fosforilades que la forma D, la lenta pujada en l'activitat I pot esser
explicada per una desfosforilacio de la forma D, que es convertida en I.
Vegeni ara un altre experiment, amb un tipus similar d'extrets de
ronyo de rata, que presentem a la figura 14. L'esquenia general, discutit
en 1'experiment anterior, es veu claranlent i os practicalnent identic.
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Als 20 minuts de preincubacio hom hi afegi ATP-Mg (1-8 mM respec-
tivament) amb la qual cosa podem veure una inactivacio d'ambdues acti-
vitats. La inactivacio de l'activitat D es completament diferent, dependent
que les fosfatases hagin estat inhibides per la presencia de FNa. En la
preparacio que havia estat inhibida, el decreixement de l'activitat conti-
nua durant tot el temps, i als 65 minuts gairebe tota l'activitat ha desapa-
regut. El no inhibit tenia un bon decreixement inicial, pero io minuts
despres de l'addicio, pel fet que la concentracio d'ATP ha disminuit,
comen^a a recuperar-se lentament, per tal com la fosfatasa actua en
contra de la quinasa que encara esta treballant. Una recuperacio lenta
similar pot esser observada en l'activitat I, que es explicable per les ma-
teixes raons. En algunes parts aliquotes de les preparations de 1'enzini
que ban estat tractades amb ATP-Mg, hi afegim EDTA 20 mM despres
dels primers 5 minuts de 1'addici6 d'ATP. Podem veure que la inactiva-
cio de la quinasa ha estat perfectament aturada en la preparacio que
contenia FNa, pero, com que la fosfatasa ja estava inhibida, horn no hi
podia observar cap recuperacio de l'activitat. D'altra banda, en el cas
sense FNa no sols es aturada l'accio de les quinases per l'accio captadora
del magnesi, sino que flavors la fosfatasa es lliure d'actuar, i la retrans-
formacio en activitat D comenca immediatament a partir de 1'espccie mo-
lecular inactiva mes fosforilada. En un grau menor horn pot observar el
mateix comportament en 1'activitat I, la pujada de la qual pot esser de-
guda al fet que algunes molecules de D hagin cstat desfosforilades per
a convertir-se en I, o potser per desfosforilacio d'alguns intermediaris inac-
tius mes fosforilats que la I, i menys que la D.
ELS SISTEMES EN MUSCUL DE RATA
El tipus de transformacio mostrat fins aqui no es limitat a les fonts
de sistemes de glucogeno-sintetasa descrits fins ara. Hem volgut veure si
podien esser observats en les preparations de muscul de rata, en les quals
foren descobertes les primeres transformations entre les formes I) i I de
l'enzim, i per aixo portarem a terme acurats experiments arnb extractes
de muscul de rata en que controlavem i variavem ics quantitate d'ATP
i magnesi afegides sota condicions diferents. Volem mostrar ara alguns
experiments illustratius i caracteristics. La figura 15 mostra un experiment
de preincubacio en el qual fou afegit Mg'+ previament als extrets.
En la priniera part podem veure una transformacio tipica de D a I du-
rant 3o minuts. En aquest punt, quan pr5cticament tota l'activitat era 1,
hom hi afegi ATP-Mg (5-(i,5 mM), i podem veure que es produeix una
inactivacio parallela en les activitats mesurades amb glucosa-6-fosfat o sense.
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Vint minuts despres de I'addicio, la diferencia entre les activitats amb glu-
cosa-6-fosfat o sense era la mateixa que abans d'aquesta addicio. Aqui
sembla clar que no hi ha hagut transformacio d'I a D, sino una inac-
tivacio de la forma I, gairebe 1'6nica present despres dels 30 primers
minuts de la preincubacio.
0 15
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Fie. i5. - Inactivacio de i'activitat independent de la glucogeno-sintetasa de oniiscul
de rata per 1'acci6 d'A7'P-Mg
Foren obtinguts extrets de nrfiscul de rata (i :lo pes/volum), els quals foren prein-
cubats en pres@ncia de niercaptoetanol i C1,Mg 8 mM. Als 3o minuts horn hi addi-
cion:I a parts aliquotes ATP-Mg a concentracions 5 i 6,5 mM, respectivament, i des-
pres fou niesurada l'activitat en els intervals indicats.
(Morey, P. i Rosell i Perez, Al. Dades no publicades.)
Vegem ara un altre experiment, el que mostra la figura 16. Els extrets
tenien FNa (moo mM) afegit previament, amb que la transformacio de
D a I fou evitada durant la preincubacio. Tambe contenien Mg-+ (8 mM)
previament incorporat.
L'addicib d'ATP-Mg (5-1o mM respectivament) provoca una inacti-
vacio de la forma I (25 % de la total inicial), i tambe una inactivacio de
la D, quantitativament molt superior a la de la I. Llavors podem veure
aqui, no sols una transformacio de la I en forma D, sing una inactivacio
de tota la forma D present induida per I'addicio d'ATP i magnesi i de-
pendent del temps de preincubacio. Podem, doncs, suposar que s'ha pro-
du-ft una extrafosforilacio.
Per contrast, vegemn ara en la figura 17 el comportament de la mateixa
preparacio sense FNa Di Mg2+ afegits previament. Les activitats mes alter
foren detectades al temps 0 de preincubacio, i durant aquesta horn pot
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FIG. 16. - Inactivaci6 de Pactivitat dependent de la glucogeno-sintetasa de muscul
de rata.
Els extrets de muscul de rata duien zoo mM de FNa i Cl,Mg 8 mM, i als 30 minuts
de preincubaci6 hom hi afegf ATP-Mg a les concentrations indicades en la figura.
(Morey, P. i Rosell i Perez, Al. Dades no publicades.)
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FIG. 17. - Transformations en les activitats dependent i independent de la gluco-
geno-sintetasa de miiscul de rata.
F,ls cxtrets de la mateixa preparaci6 anterior, per6 sense FNa ni CLMg, foren addi-
cionats d'ATP-Mg a lea concentrations que hom indica (z i in mM, respectivament)
als 30 minuts de preincubaci6
(Morey, P. i Rosell i Perez, M. Dades no publicades.)
47
22 .11 . ROSELL I PE:REZ
observar la transformacio de D a I. Als 3o minuts de preincubacio hi afe-
gfrem ATP-Mg utilitzant 5 vegades menys ATP que en els altres experi-
ments pero mantenint la mateixa concentracio de magnesi. Aquf podem
veure diferents tendencies en el tipus de transformations que tenen lloc.
L'activitat I, en els 5 primers minuts despres de l'addiciG, baixa molt
mes que l'activitat D, i durant els 5 minuts segiients s'estabilitza igual
que la D. En els minuts segiients l'activitat I puja altre cop, mentre que
l'activitat D disminuf fins que ambdues activitats foren gairebc iguals.
Vegem ara una representacio grafica de la conversio d'I a D durant els
primers 1o minuts, i llavors una doble conversio, per exemple, una con-
versio de D a I, en la qual la fosfatasa es estimulada per l'exces de Mg2+,
i una conversio de D a forma inactiva similar a la descrita en 1'experi-
merlt anterior.
La concentracio d'ATP es decisiva en cada experiment de cara a pro-
duir aquestes transformacions, i tambe ho es la proporcio entre ATP
10 20 30 1.0 50
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FIG. i8. - Efecte de !'ATP sol i de !'ATP-Mg sobre l'activitat de la glucogeno-
sintetasa de muscul de rata.
Els extrets no duien inicialinent ni FNa ni C1,Mg. A4s 3o minuts de preincu-
bacio hour hi afegi be ATP sol (5 mM), ratlles fraceionades, be ATP
amb C1,Mg (8,6 mM).
(llorey, P. i Rosell i l'ercz, M. Dades no publicades.)
i magnesi, possiblement per la presencia de metabolits endogens. Una
concentracio incrementada d'ATP en aquest extret produeix exactament
el mateix quadre que el que horn pot veure a la figura 15.
En 1'experiment que Inostra la figura 18 les conditions son semblants,
be que variarem les concentrations ('ATP i Mg i llavors varia la res-
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posta a 1'addicio d'ATP-Mg. Aqui , pero> , cl decreixemcnt de 1'activitat I)
cs constant din-ant el temps posterior a l'addicio i practicament tota l'acti-
vitat romanent despres de 2'i minuts de l'addicio cs activitat I, a (ausa
de la inactivacici de la forma 1) present i no per transformacio de la D
en I. De nou 1'addicio d'ATP sol no pot respondre dels efectes observats
i hem d'aduietre (Iue, a flies de la inactivacici de part de la forrna I. es
produeix find inactivacio addicional de la forma 1) per 1 ' acci6 conjunta
del magnesi i 1'A'I'P.
DtscussI6
Des del comencament de l'estudi de les interconversions de la gluco-
geno-sintetasa, foren obtingudes algunes dades que indicavcn clue les reac-
cions que interconverteixen les dues formes poden esser complexes i tain-
be incloure la produccio de m6s d'una classe d'especies moleculars. Nosal-
tres hem postulat la hipotesi (Fun precursor inactiu de la forma 1) del
muscul de granota, l'any 1962,'6 i tambe ho assenvaliirenr per al nniscul
de gos una mica mcs tard.17, 11 Durant els ultirns set anus hem acuinulat
evidcncia, en el nostrc laboratori, indicant que les fornies moleculars
inactives poden produir-se durant les interconversions de les formes I i I)
de la glucogeno-sintetasa de muscul de diferents fonts i trnibe en leuco-
cits; tambc altres laboratoris han fornit dades que estan d'acord amb
aquests mccanismcs.
BELFORD i CUNNINGHAM, per exemple, treballaut amb el muscul car-
diac de gat It trobaren que l'aIninohlina i el calci, que augmenten la forca
de la concentracio, no augmenten 1'activitat I, i 1'aminolilina en realitat
disminuia 1'activitat total. Aixi conclogueren que no tc Iloc una inter-
conversio simple i que potser una forma inactiva hi pot fer un cert paper,
coin postulavcn RoSELI, i P REZ i LARNER.lb
VARDANIS postula fa tres anys 21 1'existcncia d'una forma inactiva per
a la glucogeno-sintetasa de fetge de ratolins que fou inclosa en el men
esquema presentat a :Monaco fa trey anys 22 i que fou incorporat al treball
de metabolisme de proteines enzimatiqties de DE TroRA.s Aixo ha estat
ara ampliat una mica m6s i es present a la figura que ara discutirem
amb detail.
Mentre que aquest esquema d'interconversions cs encara sustentat per
una base hipotctica i cs una mica especulatiu, la quantitat d'evidencia
experimental recollida fins ara sembla indicar-nos que, fins i tot si no
es completament correcte, hem d'estar ben a prop de la veritat en la nostra
interpretacici. D'altra banda, la verilicacio d'aquesta corrcccio nome's po-
dra esser possible quan les formes uioleculars do la glucogeno-sintetasa
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siguin completament purificades i puguin quantificar-se les analisis d'in-
corporacio del fosfat i de la inactivacio.
Com que els mecanismes d'interconversio entre les formes D i I sem-
blen fora ben sustentats i acceptats, volem centrar la discussio en la for-
macio d'especies moleculars inactives aixi coin en els mecanismes de Ilur
formacio.
Hem de tenir en compte, pero, per a la discussio, que, coin fins ara
sabem i sembla que no hi ha dubtes al respecte, la forma 1) is mes
fosforilada que la I; la transformacio de D a I es portada a terine per
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Fic.. 19. - Esqucnna de lcs interconrcrsions mire les formes de la glucogcno-
sintetasa de nniscut.
1,es reaccions cap a la dreta suposen fosforilacions portades a terme per una
quinasa o diverses , i cap a I'esquerra desfosforilacions produldes per una fos-
fatasa o diverses.
una proteina-fosfatasa, la glucogeno-D-fosfatasa que separa fosfat inorga-
nic de la proteina enzimatica, i la transformacio de I a D es producix per
l'accio d'una proteina quinasa, la glucogeno-sintetasa-I-quinasa, que in-
corpora fosfat inorganic a l'enzim a partir del grup fosfat terminal de
dATP.
Comencen amb el pas de la forma D a l'especie inactiva X', mcs fosfo-
rilada que la forma D. Aquesta reaccio sembla for4a ben documentada
amb diferents troballes experimentals a partir de preparations de fonts
diverses. Recapitulem: a) l'enzim de muscul de granota, que es una
forma D, pot csser inactivat totalment per una reaccio produida per
I'addicio d'ATP-Mg als extras i que es dependent del temps i de la con-
centracio d'ATP, i que es mostra sensible a la presencia de 3', i'-cicloade-
nilat; b) les formes D de diferents fonts com ronyo, cor o muscul estriat
de rata, poden esser igualment inactivades per 1'addici6 d'ATP-Mg en
reaccions dependents del temps, i per la concentracio d'ATP, novarnent
sensibles a la presencia de 3',5'-AMP; c) en globuls blancs ha estat vista
la mateixa classe d'inactivacio originada per dATP en aquestes prepa-
racions que no tenen activitat I ni sistema d'interconversio D a I, com
passa en els leucocits polimorfonuclears d'homes normals.19 Aquesta evi-
dencia directa ha estat tambe confirmada indirectament amb els limfocits,
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en cls quals ha estat demostrat quantitativament en determinades condi-
tions que una quantitat do l'activitat D cs tambc inactivada.s
Ara veurem 1'evidcncia de la reaccio contraria que afavoreix la hipo-
tetica accio de les fosfatases convertint l'espc(-ie molecular inactiva, rues
fosforilada, en la menys fosforilada forma D: a) la preincubacio d'extrets
de m6scul de granota en presencia de mercaptoetanol producix un in-
crement dependent del temps de tres it sis vegades superior en Tunica
activitat present (Iuc cs la forma D, i aquest augment es sensible a la pre-
sencia d'ions de magnesi, que tambe son activadors de l'altra ben cone-
guda reaccio de la fosfatasa que interconverteix la D en I; b) en pre-
paracions de ronyo de rata pot esser aturat un increment similar en
l'activitat D per la presencia de FNa, un inhibidor ben conegut de les
fosfoproteina-fosfatases; c) en preparations de cor i ronyo, la inactivacio
de la forma D, portada a terme per 1ATP-Mg, pot esser aturada i com-
pletament invertida and) el temps, per addicici de fortes concentrations
de EDTA que captin el Mg'+ necessari per it l'accio de la quinasa;
(1) condicions similars, en presencia de FNa, aturen la inactivacio induida
per 1ATP, pero no es recupera l'activitat D perque qualsevol fosfatasa
present es inhibida.
Les dades que indiquen la presencia d'un internic(liari inactiu entrc
les formes D i I son una mica mes debils, pero encara consistents en
aquesta idea: a) sota condicions seleccionades de concentrations d'A"I'P
i Mg, Ilur addicio it extrets de muscul, (Jue han estat completament con-
vertits en la forma I, no produeix conversio de I a D sing una inactivacio
dependent del temps de 1'6nica activitat present, 1'activitat I; aixo, d'altra
banda, pot esser explicat com un ultrapassar-se en la inactivaci6 clue
transforma la I en D i aquesta en X' rnassa rapidament per it esser obser-
vada; b) 1'addici6 d'ATP-Mg als extrets de inuscul cardiac que tenien
Mg2+, no evita la pujada en l'activitat I siniultania amb el decreixernent
de la D; quan tot era activitat I, produida per la doble transformacio,
inactivacio de la D i transformacio dc D a 1, Ilavors aquesta activitat I
s'inactivava (aixo cs dificil d'explicar com un ultrapassament de 1'accio
de la quinasa); en abscncia de magnesi, la forma I no pujava i la D bai-
xava constantrnent fins als nivells de la I, la qual cosa tambe sembla
incompatible amb un ultrapassament; c) hem vist en alguns dels experi-
ments en quc ambdues formes coexisteixen, que 1'addici6 d'ATP-Mg pro-
dueix una inactivacio completa de l'activitat I i un decreixement parallel
en la D, que es Tunica activitat present al final del periode d'incubacio.
Aqui sembla que l'unica activitat afectada hagi estat la I, sense cap
posterior transformacio de D ni cap conversio de D a 1'especie inactiva.
Llavors la forma inactiva produida a partir de la I ha d'esser interinedia.
ria entre aquesta i la D.
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La part mes dificil per a obtenir-ne dades experimentals es en provar
les reaccions contraries entre 1'intermediari inactiu X i be la forma D
o be la forma I, per tal coin aquestes reaccions son justament oposades.
Hi ha tambe el fet que no s'ha trobat cap font de glucogeno-sintetasa
clue sigui unicament del tipus 1, cosa que no ens perinet de provar expe-
rimentahnent per a comprovar aquesta hipbtesi.
Per contra, hem vist que hi ha fonts unicament anib l'activitat D.
Tenim unicament una dada significativa que no hem presentat aqui.
Els extrets d'cnzim de ronyo presenten, a diferencia de totes les altres
fonts provades, una inactivacio de l'activitat D en presencia de Mg-+,
mentre que l'activitat I en les mateixes conditions augmenta. Aquesta
inactivacio de l'enzim D no sembla que sigui produida precisament per
una quinasa.
Un altre aspecte de les questions que introdueix l'esquema es si les
reaccions que van cap a la dreta son produides per una quinasa o per
mes d'una, aixi coin si les reaccions van cap a 1'esquerra (la qual cosa
ens portaria a formes rnenys fosforilades) podrien esser produides per una
fosfatasa o per diverses. Aixo encara no pot esser contestat.
Tammateix sembla forSa clar que en els sistemes de la glucogeuo-
sintetasa hi ha la possibilitat d'existencia de diverses formes rnoleculars
mes o menys actives, i tambe inactives amb diferents grans de fosfori-
laci6.
No es aquest Punic cas que ha estat trobat d'enzims controlats me-
tabolicament, i amb la fosforilasa, HURD i collaboradors 10 han demostrat
que durant la interconversio de la forma b en la a, es produeixen diferents
intermediaris arnb graus diversos de fosforilacio, cadascun amb diversa
activitat.
Els efectes fisiologics d'aquestes conversions no son clars encara, pero
poden explicar alguns dels contradictoris efectes in vivo citats a la bi-
bliografia respecte a l'accio d'hormones, algunes drogues o unes certes
condicions experimentals. A qualsevol nivell mostren una coniplexitat
extrema de factors que regulen el metabolisme del glucogen. Representen
nits mecanismes encara mes delicats per a la regulacio metabolica de
determinats enzirns que modulen llurs propietats catalitiques en tin cas
particular.
Les formes inactives poden representar tin mecanisme complet de su-
pressi6 del pas de la biosintesi del glucogen, que pot esser important en
els casos en que les cellules tenen una forta demanda d'energia.
Tambe poden esser d'irnportancia en cellules, teixits i organs que
tenen nomes una de les dues formes actives corn a mecanismes reguladors
per a modular llur activitat.
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